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論文内容の要旨
神経終末では興奮に伴って細胞外Ca件の流入、および、膜結合Caの遊離により細胞内 Ca什濃度の
上昇がみられる。その回復過程として Ca の Pump-Out、あるいは膜との結合がおこると考えられる。
そこでラット大脳皮質より分離した Synaptic Membrane (神経終末膜)を用いて Ca -l+の動きについ
て調べ、神経細胞の興奮現象、あるいはその回復現象との関連を知ろうとした。
〔方法〕
Whittaker らの方法を多少modify して調製した Synaptic Membrane を用いて主に Ca十十ー Stimulatｭ
ed ATPase活性、および Ca 件結合について調べた。 Ca 件結合は遠心分離法により行い、 Ca の測定
は原子吸光、あるいは45Ca を用いて行った。
〔結果〕
(1) Whittake r らの方法により調製した Synaptic Membrane にはNa +-K 十Activated ATPase 活性、
および、Ca寸+-Stimulated ATPase 活性が高く分布し、このCa+九 Stimulated ATPase活性は10-4M
MEGTA 存在下で 9 X 10-5 M CaC12 で最高の活性を示す。
(2) この Synaptic Membrane を用いてCa+十ー Stimulated ATPase活性発現の至適条件下で Ca-l+結合
を調べた。 OOCでは 9 x 10-5M CaCl 、あるいはCaC1 2 と 2 mMATP を添加しでもMembraneのCa
量には変動はないが、 3TC ではCaC1 2 と ATPの添加により、約10mμmoles / mg蛋白のCaが増加し
ている。したがって Synaptic Membrane には ATP依存性の、しかも温度依存性の Ca -l+結合が存
在する。
(3) Synaptic Membrane の Ca件結合は骨格筋の Sarcoplasmic Retioulumのように Oxalate (10 -3M) 
による促進もみられなく、その他Protoveratrin (10 -4M) 、 Ouabain (10 -4M) 、 Salyrgan (5 x 
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1Q- 5M) などの影響を受けない。 Oligomycin (2. 5r /m.e) により 30%の阻害を受ける。
(4) このCaサ吉合はATPに Specificであり、 ADP がわずかに有効であるがその他の Nucleotideでは
作用がみられなく。
(5) 1 ~ 2 分でほとんど最高に達し、それ以上の結合はみられない。
(6) 同じ条件下でMicrosome分画のCa:件結合は 2~3mμmoles /附蛋白である。 Intrasynaptosomal
Mitochondria分画 (ISM) でも Synaptic Membrane の 2 倍のCa~結合を示すが最高に達するのに 5
~10分を要する。
(7) ATP 存在下のCa常吉合から ATP が存在しない場合のCa件結合を差ヲ lいた値をATP-Depedent
Ca→+結合とすると Ca→+Stimulated ATPase活性の場合と同じく1Q-4MEGTA存在下で 9 xlQ-5M_ 
CaCl 2で、最高の結合を示す。さらにくわしく free calcium ion濃度 (Ca勺との関連を調べるために
calcium EGT A buffer を用いて (Ca勺を adjust して Ca市吉合を調べたところ SynapiicMembrane 
のCa→+結合は 3.3x 10-7M (Ca *)で最高で、あるのに対して Micro s.ome分画は 8 x 10-7M (Ca勺で
最高の結合を示し、 ISM 分画のCa→+結合は (Ca→+)に比例して多くなる。
(8) Synaptic Membrane にPreloadした 45CaはATP存在下で、retain されるがCaffeine( 1 mM , 5 mM) 
により遊離してくる。 Microsome分 l菌、あるいはISMに Preload した 45Caは Caffeine により遊離し
てこない。
したがってこれらのことより Synaptic Membrane の Ca件結合は Microsome 分画、あるいはISM
のそれとは異なった Specific なものであることが明らかになった。
〔総括〕
Na+ , K+の動きが大きい興奮膜に Na+-K十-Activated ATPase活性が高いことを考えれば神経膜で、
Ca七 Stimulated ATPase 活性が高いことはCa件の動きとの関連が考えられる。 従来神経末端では
Microsome分直l がCa件の regulation に重要で、あるという説と、 Mitochondria による regulation が重
要であるという説があり、 Synaptic Membraneの重要さについては考えられていなかった。これに
対してここに得られた結果では Synaptic Membrane にも Ca件結合がみられ、 Microsome分画、ある
いはISMよりも低濃度のCa叶こ対して Sensitive であることより Synaptic Membrane も神経末端
でのCa朴の regula tion に重要な役割を果しているのではないかと考える。他の可能性としてこの結
合はCa-pump の部分反応かもしれない。
また Caffeine により Synaptic Membrane に Preload した 45Ca だけが release してくるという点
も Caffeine が中枢神経興奮薬であることより興味がある。
論文の審査結果の要旨
神経膜を通してのCa件の動きが神経伝達と密接な関係があることが明らかになってきた。しかし神
経膜の分離の煩雑さから生化学的な研究は少ない。 従来脳において遊離 Ca イオン濃度 (Ca+十〕を調
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節するのは Microsome 分画であるという結果、あるいはMitochondria分画で、あるという結果が報告さ
れているが、直接神経膜で、のCa斗十の動きについて調べた報告はない。
本研究では神経膜の Large Scaleで、の調製法を開発し、しかもこの神経膜を用いて直接Ca件の動き
について調べた。
その結果神経膜に特異的な Ca十+結合を見出し、従来の Microsome 分画、あるいはMitochndria分画に
よる [Ca勺の調節よりもさらに低濃度の [Ca勺での調節機構が神経膜に存在することが明確にな
った。
本研究で明らかになった神経膜に特異的な Cat1結合は今後の神経膜機能の研究の基礎となり、神経
伝達機構の解明に大いに貢献することは明白である。
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